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摘要 : MPRA Bombyx mori 和 玉米 夜 蛾 Helicoverpa zea 的 性 信息 素 合 成 激活 肽 基因 序列 , 设计 若 
干 套 引物 ， 以 烟 实 夜 娥 Heliothis assulia 基因 组 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 得 到 0.63 kb 的 特异 性 
DNA 片段 。 该 片段 克隆 进 适当 载体 ， 序列 测定 和 同 源 比 较 ， 查 明 烟 实 夜 蛾 的 基因 组 中 存在 性 信息 
素 合成 激活 肽 基因 。 烟 实 夜 蛾 的 性 信息 素 合 成 激活 肽 由 33 个 氨基 酸 组 成 ，C 末端 是 FXPRL 结构 ， 
是 目前 发 现 的 第 4 种 昆虫 性 信息 素 合 成 激活 肽 。 在 该 神经 肽 第 14 和 第 15 个 氨基 酸 之 间 , 插入 一 
个 0.42 kb 的 内 含 子 。 进 一 步 的 分 析 证 明了 烟 实 夜 蛾 的 性 信息 素 合 成 激活 肽 基因 在 潜 成 虫 期 的 食 
道 下 神经 节 中 表达 。 


关键 词 : 性 信息 素 合 成 激活 肽 : 分 子 克隆 ; DNA 测序 ; 烟 实 夜 蛾 
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性 信息 素 合 成 激活 肽 (pheromone biosynthesis activating neuropeptides PBAN) 是 控制 昆 
忠 性 信息 素 《sex pheromone? 合成 的 神经 肽 。Raina 等 人 首先 在 玉米 夜 蛾 Helicoverpa zea 
(Hez) 中 发 现 PBAN 的 存在 11。 随后 一 系列 的 研究 ,分离 纯化 了 玉米 夜 蛾 2、 家 短 Bombyx 
mori (Bom) >]. EER Lymantria dispar) PBAN. Davis 等 人 利用 PBAN 序列 的 信息 合成 
探 针 ， 直 接 克隆 了 玉米 夜 蛾 1.3 kb 长 的 PBAN (Hez PBAN) BAERS; 徐 等 人 则 利用 家 
4 PBAN cDNA 为 探 针 入选 基因 库 ， 克隆 了 6 kb KTERE PBAN ÆA (Bom PBAN)*; 
舞 毒 蛾 的 PBAN 基因 序列 尚未 见报 直 。 玉 米 夜 蛾 、 家 得 、 舞 毒 蛾 三 者 间 的 PBAN 表现 出 高 度 
的 序列 同 源 性 。 

我 们 实验 军 以 Bom PBAN cDNA 为 探 针 ， 和 烟 实 夜 蛾 Heliothis assulia (Has) 基因 组 进 

杂交 得 到 阳性 杂交 带 ， 说 明 烟 实 夜 蛾 基因 组 中 可 能 存在 PBAN 基因 (结果 男 文 发 表 )。 为 
Pa 根据 Hez PBAN 和 Bom PBAN 基因 的 保守 序列 , 设计 合成 了 一 系列 引物 , 利用 PCR 
(polymerase chain reaction? 技术 克隆 到 烟 实 夜 蛾 PBAN 基因 ， 序列 测定 显示 出 该 PBAN 分 子 
特征 。 进 一 步 分 析 证 实 了 PBAN 在 烟 实 夜 蛾 被 成 虫 期 Cpharate adult) 的 食道 下 神经 节 表 达 。 
此 项 研究 结果 经 检索 ,国内 外 未 见报 道 。 
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1 材料 和 方法 


1.1 昆虫 材料 

烟 实 夜 蛾 材料 由 安徽 农业 科学 院 烟 草 所 提供 ， 按 常规 方法 饲 并。 在 生理 盐水 下 解剖 师 
《被 成 虫 期 )》 的 脑 -食道 下 神经 节 复 合体 ,， 蒸 饮水 洗 准 后 用 液 所 速冻 置 -70 保存 。 
1.2 DNA 和 RNA 的 分 离 纯 化 

末 龄 幼 忠 除去 肠 道 后 的 整体 在 N 缓冲 液 〈40 mmol/L Tris-HCl; pH 8.0: 5 mmol/L 
MgCl; 12.5% ME; 25% 甘油 ; 3 mmol/L DTT) PAR, AB Ola HUE ARR 
(20 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0; 100 mmol/L EDTA, pH 8.0; 0.5% SDS) mi#, 经 RNase A, 
SAR K 处 理 后 酚 - 氯 仿 抽 提 ， 人 然后 透析 制 得 高 分 子 量 烟 实 夜 蛾 基因 组 DNA. 

收集 烟 实 夜 蛾 被 成 虫 期 的 脑 -食道 下 神经 节 复 合体 , AMERA R-E -ADAE 
总 RNAL8 。 上 具体 方法 是 在 缓冲 液 〈4 mol/L MEMAR; 25 mmol/L 柠 榜 酸 钠 ， pH 7:0: 
0.5% 十 二 烷 基 肌 氨 酸 钠 ; 100 mmol/L 2-72 AE) 存在 下 匀 浆 脑 - 食 道 下 神经 节 复 合体 ， 数 
次 对 酚 - 毛 仿 一 步 法 抽 提 后 ， 乙 醉 沉 演 总 RNA。 
1.3 引物 的 设计 和 合成 

根据 已 知 Bom PBAN 和 Hez PBAN 基因 的 保守 序列 ;34 , 合成 以 下 3 个 引物 用 于 PCR 扩 增 : 

P,: 5‘’-AAGAAG G CA) TC (G) ATCTTCACC-3’ 

Pye SAAC TLAGGG. TE AGA. GG) He E TA 

P;: 5’-TGGTGAGAAG TTCATGGTTCT (G) G (©) CC-3’ 

以 上 引物 均 在 中 国 科 学 院 上 海 细胞 生物 学 研究 所 DNA 合成 仪 CABI-391- Applied Biosys- 
tems Inc.) 上 合成 。 
1.4 PCR 反应 及 Has PBAN 基因 克隆 

FR ug BamHI 部 分 消化 的 烟 实 夜 蛾 基因 组 DNA 作 模 板 , LAP, 和 P, 为 引物 作 PCR 扩 增 。 
扩 增 条 件 是 : 93T. 60s; 52C, 558; 2T, 60 s: 共 25 个 循环 。 再 以 第 一 次 PCR 产物 1 uL 作 
模板 ， 引 物 为 P 和 Pi 作 二 次 PCR, 扩 增 条 件 相同 ， 共 28 个 循环 。 

二 次 PCR 产物 经 琼脂 糖 电 泳 后 用 DEAE 膜 回 收 , 用 Klenow BBM, BH T4 连接 酶 〈 华 
美 公司 ) 将 回收 的 DNA 片段 与 EcoRV YKI pBluescript 载体 相连 接 ， 转 化 大 肠 杆 菌 XIL-1。 
以 X-gal. IPTG. A*BBARMHAAARMAR RM BAT. 完成 Has PBAN 基因 克隆 。 
1.5 核 背 酸 序列 测定 

取 2 wg 包含 Has PBAN 基因 的 重组 质粒 DNA, 采用 双 脱 氧 末 端 终止 法 :站 ， 按 Pharmacia 
公司 的 T 测序 盒 说 明 操 作 , La-*P」 dATP 为 北京 亚 辉 生物 医学 公司 产品 。 
1.6 RT-PCR 反应 

4uL 来 自 于 脑 - 食 道 下 神经 节 复 合体 的 总 RNA ( 约 1 ug) 在 引物 dm 5， 缓冲 液 
(50 mmol/L Tris-HCl; pH 8.3; 75 mmol/L KCl; 3 mmol/L MgCl), 0.5 mmol/L dNTP, 
10 mmol/L DTT 和 反 转 录 酶 AMV (Promega 产品 ) 存在 下 ， 反 应 体积 20 uL» 42°C 保温 1 h， 
合成 第 一 链 cDNA。 
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EGR 1/4 体积 的 CDNA 为 模板 ,以 P AP; 为 引物 进行 PCR 扩 增 , 条 件 是 : 93C , 60 s; 
52T , 55 s; 72€ , 60 s; 共 25 个 循环 。PCR WMA 1.2% GRAB BE BE BC E ùk Ja Eh KT FOR, 
摄影 。 


2 结 采 


2.1 Has PBAN 基因 克隆 

以 Bam HI 消化 的 烟 实 夜 蛾 基因 组 为 模板 ,尝试 合成 多 种 引物 作 PCR 扩 增 。 最 后 选择 出 
P| 和 P3、P, AP; 二 套 引 物 进 行 一 次 和 二 次 PCR 反应 , 得 到 0.63 kb 长 的 特异 性 DNA 片段 
(图 1-A: 泳 道 3)。 作 为 对 照 , 我 们 以 蒸馏 水 代替 模板 DNA, 没有 出 现任 何 条 带 , 说 明 在 PCR 
反应 中 不 存在 交叉 污染 (图 1-A: 泳 道 2)。 
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图 1 烟 实 夜 蛾 PBAN 基因 的 PCR 扩 增 和 克隆 
Fig.1 PCR amplification and cloning of Has PBAN gene 
(A) 烟 实 夜 蛾 PBAN 基因 的 PCR 扩 增 . 泳 道 1: 标准 分 子 量 对 照 ; TKR 2: 蒸馏 水 代替 基因 组 DNA 为 模板 ; Ki 3: 
部 分 消化 的 基因 组 DNA 作 模 板 。(A) Amplification of Has PBAN gene. Lane 1: molecular weight marker. Lane 2: 
no DNA template was added to the PCR for possible contaminant; Lane 3: 1 ug of genomic DNA digested 
with BamHI was added to the PCR. (B) 烟 实 夜 蛾 PBAN 基因 的 克隆 . 泳 道 1: 标准 分 子 量 对 照 ; 
泳 道 2: 烟 实 夜 蛾 PBAN 基因 的 克隆 的 双 酶 切 结果 。(B) Cloning of Has PBAN gene. Lane 1: 
molecular weight marker. Lane 2: the positive plasmid DNA was digested by PstI and HindIII 


回收 PCR 得 到 的 0.63 kb DNA 片段 ,克隆 进 质 粒 载体 , 完成 Has PBAN 基因 克隆 。 图 1- 
B 示 筛选 出 来 的 Has PBAN 克隆 DNA 经 PyiT 和 三 dIII 双 酶 切 后 的 结果 ， 上 面 的 条 带 为 质粒 
DNA， 下 面 的 为 0.63 kb 片段 的 插入 片段 (图 1-B: 泳 道 2), 克隆 成 功 。 
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2.2 Has PBAN 基因 序列 

用 同位 素 标 记 的 末端 终止 法 测定 Has PBAN 基因 克隆 , 核 苷 酸 序列 如 图 2 所 示 ， 大 写字 
母 示 外 显 子 ， 小 写字 母 示 内 含 子 ， 推 定 的 氨基 酸 序列 位 于 核 苷 酸 序列 之 下 。 

通过 和 Bom PBAN 和 Hez PBAN 基因 上 比较 55'61， 高 度 同 源 的 部 分 序列 为 外 显 子 ， 同 源 性 
分 别 达 到 70% 、94%， 如 图 3 所 示 。Has PBAN 由 33 个 氨基 酸 组 成 ， 和 Bom PBAN, Hez 
PBAN 氨基 酸 序列 相同 高 达 80% 和 100% ,表现 出 进化 过 程 中 的 高 度 保守 性 。 在 第 14 和 15S 个 
氨基 酸 之 间 ， 有 一 个 0.42 kb 长 的 内 含 子 , 内 信子 二 端 是 典型 的 GT-AG 结构 。 而 在 家 看 和 玉 
米 夜 蛾 该 内 含 子 长 分 别 为 0.68 kb 和 0.63 kb, 明显 大 于 烟 实 夜 蛾 。 


PX1 
AAG AAG GTG ATC TTC ACC 18 
PX2 lys lys val ile phe thr 6 


CCC AAG TTA GGC AGA AGC CTC GCA TAC GAT TAC AAG AGC TTC GAA 63 
pro lys leu gly arg ser leu ala tyr asp tyr lys ser phe glu 21 
AAT GTG GAG TTC ACG CCC AGA CTC GGC AGA AGA CTG TCT GAT GAT 108 
asn val glu phe thr pro arg leu gly arg arg 36 
ATG CCT GCC ACT CCC GCA GAC CAG GAA AT gtaagtattaatgccttcga 157 
46 
atatgtcattctcctgcccgttttacaattetcatcacacgcccatactatgaccgcca 216 
gtttcacacagttcctctgtcaaaggettcaattttgatagagagaaagaatactgaaaa 275 
ttggagacatttttaaaccttctccattcettggttcctcttaacattctcatctctac 334 
tactgaagttgtcttacaattcatgatttttttgggccagaacactaaaccatactcta 393 
cggcccatettceccgacgacatttaataaacgcacecctttttttgaaagtatgtaaa 452 
tctatacatagatctattgacattaattcactcgtcggtcaaaaaaagcateccctctc 511 
cttccactgataagccctaagcatttatatctatcttctactccagG TAT CGT CAA 568 





g g 49 

GAC CCT GAA CAG ATT GAC AGC AGG ACG AAG TAC TTC TCC CCA AGG 613 

= o 5 6 i 64 
PX3 

CTC GGC AGA ACC ATG AAC TTC TCA CCA 637 

leu gly arg thr met asn phe ser pro 72 


图 2 烟 实 夜 蛾 性 信息 素 合 成 激活 肽 基因 的 核 苷 酸 序列 
Fig.2 Nucleotide and amino acid sequence of Has PBAN gene 
方 框 示 性 信息 素 合 成 激活 肽 ; 下 线 示 用 于 PCR 反应 的 三 个 引物 PXI, PX2, PX3; 大 写字 母 示 外 显 子 ; 小 写字 母 示 
AA TTo The PBAN sequence is indicated by box. Primers (PX1, PX2 and PX3) for PCR are underlined. 


The exon and intron sequences are shown in uppercase and lowercase letter, respectively 


2.3 Has PBAN 基因 表达 

由 于 PBAN 在 昆虫 体内 含量 极 微 , H PBAN 基因 表达 情况 尚 无 任何 资料 可 以 借鉴 ， 故 以 
敏感 度 极 高 的 RT-PCR 法 来 调查 PBAN 基因 的 表达 。 用 肾 期 的 脑 - 食 道 下 神经 节 总 RNA 反 转 
录 合 成 第 一 链 cDNA 为 模板 ,引物 为 P! 和 P, 进行 PCR 分 析 , 泳 道 2 出 现 预 期 的 200 bp RT 
增 条 带 , 结果 如 图 4 所 示 。 

作为 对 照 的 泳 道 3 是 以 总 RNA 为 模板 ,其余 条 件 和 泳 道 2 的 PCR 反应 完全 相同 。 对照 没 
有 出 现任 何 条 带 , 说 明 RNA 抽 提 及 PCR 反应 过 程 均 不 存在 任何 交叉 污染 ,证 明 在 脑 - 食 道 下 
神经 节 中 具有 Has PBAN mRNA 的 存在 。 
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Has -AAG.AAG GTG ATC TTC ACC CCC TAC GAT 
Bom AAG AAG ATC ATC TTC ACC CCC} AAA CTC GGG AGG AGC GTC GCC} AAA CCC 
Hez |AAG AAG GTG ATC TIC. ACC CCC: TAC GAT 


PX1 PX2 
Has TAC AAG AGC TTC GAA AAT GTG GAG TTC ACG CCC AGA CTC GGC AGA AGA 
Bom CAG ACG CAT GAA AGC CTC GAA TTC ATC CCC CGG CTC GGA AGG CGG 
Hez GAC AAA AGC TIT GAG AAC GTG GAG TTC ACG CCC AGA CTC GGC AGG AGA 
V 
Has CTG T AT GAT AT A CC GCA TG T 
Bom CTC TCT GAG GAC ATG CCT GCT ACG CCA GCA GAC CAG GAA ATG TAC CAA 
Hez CTG TCC GAT GAT ATG CCT GCC ACC CCC GCT GAC CAG GAA ATG TAC CGC 


Has CAA GAC CCT GAA ATT GAC AGC AGG ACG AAG TAC TTC TCC CCA A 
Bom CCT GAC CCC GAA GAA ATG GAG TCA AGA ACA AGA TAC TTC TCG CCC AGG 
Hez CAA GAC CCT GAA CAG ATT GAC AGC AGG ACA AAG TAC TTC TCC CCA AGG 


Has CTC AGA_ACC ATG AAC TIC TCA CCA 


Bom CTG | G CGC ACC ATG AGC TTT TCG CCC | 


Hez CTC GGC AGA ACC ATG AAC TTC TCA CCA | 
PX3 


图 3 者 干 昆 虫 性 信息 素 合 成 激活 肽 基因 的 核 苷 酸 序列 的 比较 
Fig.3 Sequence similarity of some insect PBAN gene 
该 核 苷 酸 序 列 为 若干 昆虫 性 信息 素 合 成 数 活 肽 基因 的 外 显 子 部 分 。Res: 烟 实 夜 蛾 ; Bom: RE; 
Hez: 玉米 夜 蛾 ; WEA PCR 引物 设计 时 的 保守 序列 ; 倒 三 角形 示 内 含 子 插入 部 位 ; 
下 线 示 性 信息 素 合 成 激活 肽 基因 的 核 苷 酸 序列 
These nucleotide sequences are exons of PBAN gene. Has: Heliothis assulta ; 
Bom: Bombyx mori; Hez: Helicoverpa zea. The position of an intron is shown 


by an arrowhead. The nucleotide sequence of PBAN gene is underlined 


3 讨论 


烟 实 夜 蛾 是 重要 的 烟草 害虫 , PBAN 是 调节 昆虫 性 信息 素 合 成 的 重要 神经 肽 ,研究 烟 实 夜 
蛾 的 PBAN 基因 调控 及 其 作用 机 理 具 有 重要 的 理论 意义 和 应 用 价值 。PBAN 由 于 虫 体内 含量 
Rit, 分 离 纯化 十 分 困难 。 尽 管 和 目前 国外 对 许多 昆虫 的 PBAN 进行 了 研究 , OE OK HE Ostrinia 
nubilalis、 甘 蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae, ¥8 7K 34 A R Spodoptera littoralis, A B® Z € 
Pectinophora gossypiella , Wh" Clania variegata, RARR Chrysodeixis chalcites 、 大 棉铃 
5h Heliothis peltigera 等 , 但 至 今 只 有 三 种 昆虫 的 PBAN 被 分 离 纯 化 ,和 弄 清 分 子 结构 。 作 者 等 
人 在 过 去 研究 PBAN 基础 上 利用 Bom PBAN cDNA 作 探 针 进 行 基因 组 Southern 杂交 ,发现 烟 
实 夜 峨 基因 组 中 可 能 具有 PBAN 基因 (结果 未 发 表 ), 进而 设计 合成 若干 套 引 物 , 利用 PCR 技 
A Atn Has PBAN ÆW, 推定 了 烟 实 夜 蛾 PBAN 氨基 酸 序 列 , 这 在 国内 外 是 首次 报道 , 也 
是 至 今 为 止 弄 清 PBAN 分 子 结 构 的 第 四 个 昆虫 种 。 本 研究 是 第 一 个 发 现在 分 类 学 上 不 同 的 物 
种 (玉米 夜 蛾 和 烟 实 夜 蛾 ) 的 PBAN 是 相同 的 ， 即 相同 的 PBAN 可 以 在 不 同 的 物种 间 起 作 
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图 4 烟 实 夜 蛾 PBAN cDNA 产物 
Fig.4 PBAN cDNA product in Heliothis assulta 
烟 实 夜 蛾 PBAN 基因 的 PCR 扩 增 . 泳 道 1: 标准 分 子 
量 对 照 ; 泳 道 2: 烟 实 夜 蛾 第 一 链 cDNA ARK; 
泳 道 3: 总 RNA 代替 第 一 链 cDNA 作 模 板 
Lane 1: molecular weight marker; Lane 2: first strand 
cDNA was used for amplification by PCR. Lane 3: total 


RNA as template for amplification 
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用 ， 这 说 明 昆虫 进化 过 程 中 的 亲缘 关系 和 基因 
的 保守 性 ， 对 目前 的 昆虫 分 子 分 类 学 和 分 子 进 
化 研究 提供 了 依据 。 

PBAN 是 控制 昆虫 性 信息 素 的 合成 ,该 基 
因 一 旦 发 生 突变 , 危及 吸引 同 种 雄性 个 体 交 配 
而 死亡 、 断 种 ， 所 以 在 进化 的 进程 中 显得 十 分 
保守 。 已 发 现 的 4 种 PBAN 氨基 酸 序列 相同 均 
达 80% 以 上 , 活性 中 心 的 部 位 更 加 相似 。 基 于 
PBAN 序列 的 保守 性 ， 避 开 因 PBAN 含量 微 、 
分 离 纯 化 困难 的 难题 , 设计 合成 引物 ，, 用 PCR 
技术 克隆 Has PBAN ÆN. ZAM E XK A IRK 
PBAN 基因 克隆 过 程 均 利 用 了 PCR 技 
RESIO] PCR 技术 成 功 的 关键 在 于 设计 好 特 
异性 高 的 引物 。 本 研究 的 成 功 为 今后 克隆 其 它 
昆虫 种 的 PBAN 基因 提供 了 有 利 的 借鉴 。 


补充 说 明 在 本 文 被 录用 后 ， 检 索 到 日 本 东京 
大 学 的 研究 者 在 《Insect Biochem. Molec. Bi- 
ol.》1998 年 12 月 出 版 ，28 卷 ，759 一 766 页 ) 
刊 出 的 烟 实 夜 蛾 PBAN cDNA 序列 ， 与 本 文 的 
PBAN 基因 序列 完全 一 致 ， 这 也 证 实 了 我 们 结 
果 的 正确 性 。 
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Molecular cloning of a gene encoding the protein for pheromone 
biosynthesis activating neuropeptide in Heliothis assulta 


XU Wei-hua!» WANG Yong-jie?> ZHANG Liu-bin!; LIN Guo ping 
(1. School of Life Sciences University of Science and Technology of Chinas Hefei 230027; 2. Institute of Fishery, Anhui Academy 
of Agriculture Sciences Hefei 230031: 3. Institute of Tobacco, Anhui Academy of Agriculture Science. Fengyang 233100) 


Abstract: Sex pheromone production in lepidopteran insects is regulated by the pheromone biosynthesis ac- 
tivating neuropeptide (PBAN), which is produced in suboesophageal ganglion. We first reported the 
molecular characterization of a gene encoding the Heliothis assulta PBAN © Has PBAND by polymerase 
chain reaction. A 630 bp fragment containning the entire Has PBAN gene was isolated and characterized. 
Has PBAN gene comprised two exons interspersed by a single intron, and the consensus sequence for splic- 
ing junction is identified at the exon/ intron boundary. The result showed that PBAN gene is localized in the 
genome of H. assulta. Further: the gene expression analysis suggests that the PBAN mRNA is present in 
suboesophageal ganglion. 


Key words: pheromone biosynthesis activating neuropeptide: gene cloning: DNA sequencing: Heliothis 


assulta 


